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I.. RESUMEN

Para efectuar el presente estudio genotdxico se realizd
una administracion intraperitoneal durante 32 dias (tres dias
de inoculacion por uno de descanso}) a ratones macho de la
cepa NIH con capsaicina, principio picante del chile cuyo
nombre quimico es 8-metil-N-vainillil-é-nonenamida,

Se probaron dos dosis, estas fueron de 1.46 y 1.94 mg/kg
de peso, ademds de los correspondientes controles. Cada
octavo dia se obtuve sangre mediante un corte transversal de
cola y se realizaron frotis, los cuales se tifferon con
Giemsa. Se determind: la frecuencia de eritrocitos
policromdticos micronucleados vy la relacidn porcentual de
eritrocitos policromaticos entre normocrémicos en  sangre
periférica.

Los resultados mostraron un aumento estadisticamente
significativo en la frecuencia de eritrocitos policromaticos
micronucleados hasta el dia 32 avo de inoculacidn, para la
dosis de 1.44 mg/lkg, y a partir del 146 avo dia para la dosis
de 1.94 mg/kg . La relacién de los eritrocitos policromaticas
entre eritrocitos normocromicos se modificd
significativamente soclo con la dosis de 1.94 mg/kg a partir
del actave dia de tratamiento.

Los resultados obtenidos muestran que el efecto
clastogénico de la capsaicina es mas marcado que el efecto
citotéxico.
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II.. GLOSARIQ

DL - 50 Dosis letal S0 %
DMS Dimetil sulfdaxido
DNA Acido desoxirribonucleico
ENC Eritrocitos normocrdmicos
EPC Eritrocitos policromaticos

EPC MN Eritraocitos policromaticos
micronucleados

ES Error estindar

RNA Acido ribonucleico
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1. I N TR ODUCECION

- Definicidn:y antecedentes.de la prueba de micronucleos.

Piverses agentes como- la Mitomicins C.y la Colchicina, son
capaces ‘de --causar | dafie U citegendtice en animales de
edparimentacicn, el potencial que eztos poseen para causar
etfectos similares en el . husano: as ocbvie. El mékodo cldasico
para valorar caffo citogenédlizo es el estudio de pireparaciones
de metafases de células tratadas con el agente de prusba
tanto in vivo come in vitro. Como una alternativa al clasico
anilisis de metafases. se propuso contar la frecuencia de
micronucleos en células tratadas comn un esgente, lo cual
proporciona una r4apida comparacioén asi como la indicacidn de
aberraciones crompsémices vy pérdida de cromozomas que llevan
a anomallias numéricas de ¢stos (Heddle v cols, 1583).

Los microunucieos son una masa de cromatina citoplasmatica
con aspecto doe nucleos pequetfos que swgen e fragmentos de
cromatides ¢ de Cronusomas recagédos en anafase asi como por
clastegenos qu2 Lienen efects sobre el tuso acromatico
(Hayashi vy colzs, 1984). Figura t

La existencia de micronueleos ha sido reconocida
gurante muLhos oios: 51 asoclecidn con daho cromosdmico fue
estudiada &n trabed del caspo de 18 radiacaion en donde se
menciona su trecucncia. El praimer intento serio del ucso de la
frecuencia Jde micronucleos canoe monitor de daflc citogenético

aparcvece reportado por Forans en 125879, &) vtilizod la frecuencia
de micronlcless como una medida de daffo citogenético inducide
en la punta <o 1a valsz Jm las hxbas por neutirones rdpidos y
réy0s OAha En PreIontla ¢ oausencis de onlgenc, encontrando

que l2= cromatides., cromosomas e 1socromatides rotas, asd
como tambivn cambios asimeloicos vy simétricos incompletos dan
ortgen & la aparicion de fragme:ntos scentvicos en la mitosis,
v estLgs frogmentos  son eixcluidos det nucleo principal

apareciends on la ciguiente 1nterfase cone microndcleos.
Fvans vy «rcole, et i usimon incluze que 1la frecvencia de
mrerandacless en célntlas  recién formadas después de 1la

jvrediscion tue de proximadamente &0 % de la frecuencia de
fragrentos  chsecurdos en preparaciones de metafases  de
células  tratadas en forwi srmila (Evans v crls, 1999).




FIGURA 1: FROTIS DE SANGRE PERIFERICA QUE
- MUESTRA A LOS MICRONUCLEOS (M)
¥ A LOS EPC (P),



En un estudio in vitro, Countryman y Heddle, explicaron gue
los aspectos de correlacién de las células micronucleadas
correspondian con los esperados del andlisis de metafases
para aberraciones en linfocitos fiumanos cultivados e
irradiados con rayos X (Countryman y Heddle, 197&).

Fue en los aflos de 1946 y 1970 cuando Schroeder recomendd
el uso de frotis de médula dédsea para detectar dafo in vivo de
mutagenos guimicos, demostrando la presencia de microndcleos
en las células de dicha médula en relacidn con dafio
citogenético (Heddle y cols, 1983).

Aproximadamente & principios de 1970, Schmid y cols, asi
como Heddle iniciaron estudios para determinar que parametros
podian servir como 1os mas utiles indicadores de dafio
citogen#tico en médula dsea in vive. Este trabajo condujo a
la conclusidn de gque la incidencia de EPC micronucleados era
particularmente un indice dtil de daMo citogenético de médula
Hsea in vivo (Von Ledebur Yy Schmid, 1973} . Dtros
investigadores también comenzaron a utilizar a los
micronucleos en estudios citogenéticos, pero solo el trabajo
de Von Ledebur y Schmid es de importancia histérica porque
condujo directamente al desarrollo de la prueba in vivo
basada en la identificacidn de microntcleos en los EFC de
médula dsea de ratédn. Este ensayo en la actualidad es
utilizado ampliamente y es comunmente llamado "“la prueba de
micronucleos"” (Schmid, 1975).

En el afto de 1980 MacGregor vy cols, realizaron
experimentos para observar la frecuencia de microntcleos en
sangre periférica y probar que ésta podiria ser utilizada como
un indicador de daMo citogenético en eritroblastos (MacGregor
y cols, 19B0). Los resultados que se obtuvieron fueron que
los eritrocitos micronucleados no son eliminados
selectivamente de la circulacidn periférica del ratén
{Schlegel y MacGregor, 19823 y se demostrd que la incidencia
de micronticleos en sangre periférica es digual que la
observaga en médula ésea y que puede por lo tanto ser un
indice util de daflo citogenético, por lo que en la actualidad
la frecuencia de EFC micronucleados en sangre periférica es
utilizada por numerosos investigadores (Schlegel y MacGregor,
1983 y 1984; Barale y cols, 1985; Choy y cols, 1985; Luke y
cols, 1988).



~ Importancia del estudic de los microndclens y sistemas de
ensayo.

La posibilidad de que algunos aditivos de alimentos,
medicamentos uw otreos compuestos quimicos a los gque la gente
estd expuesta sean genotdiicos es una cuestidn de interds
general (Heddle, 1°973) ya que implica un dafo al DNA, esto
indica gue una lesicon scbre este peodria tener algdn efecto
sobre la progenie de las células. El1 daffo al DONA parece
relacionarse de alguna manera a la carcinogenicidad de
gquimicos particulares, aunque no todaz las formas de enlace
al DNA tienen un efecto similar. 5in embargo, el aparente
paralelismo entre eventos de genotoxicidad en microorganismos
y células de mamifero con la carcinogénesis animal es hasta
el momento muy imprecise (Clayson, 1980). Considerando 1o
anterior se dice que una incorrecta detecciton de un quimico
designado como carcinogénico es cercana al SO % (Heddle vy
cols, 1983).

Para la deteccion de compuestos genotdiicos existen
diversas técnicas in vive e in vitro, y entre éstas tenemos a
la técnica llamada de microndcleos. El aumento de ensayos de

microntcleos decde 1973 indudablemente sirvieron
principalmente para detectar las primeras ventajas de este
estudioc, como son: rapidez y simplicidad. Heddle puntualizdé

que se destaca el conteo de micronlclenos ya gque es
considerablemente diez vecee mds rdpido gue 1 conteo de
metafases con un poder similar de prusha. Sin embargo
rapidez y simplicidad no son las unicas ventajas de la prueba
que Heddle y otros han observado, ya que entre otras se
encuentran las siguientes (Heddle y cols, 1972 y 1983):

1.~ Los micronlicleos pueden ser observados durante todo el
cieclo celular, y el numero de células contables es
relativamente ilimitado.

2.~ El pardmetro contado es reconocido facilmente hasta por
personal con poce ewperiencia en citogenetica.

3.- No se requiere de un cariotipo favorable.
4.— El micronlicleo formado durante la division celular

persiste al menos a través de la siguiente interfase de modo
que el tiempo de muestreo es menos critico.



S.- No se reguiere el uso de algun otro agente guimico ademAs
de agquel que estd bajo prueba, como por ejemplo, agentes huso
bloqueadeores necesarios en otras técnicas citogenéticas.

6.~ La significancia de micronuicleos es comparativamente
clara. Ciertos problemas inevitables asociadocs con la
interpretacién de otras pruebas citogenéticas, tal como los
gaps cromosémicos (espacios intramoleculares en el DNA) o
intercambios de crom&tides hermanas en esta prueba de
microndcleos no se tienen.

7.~ Los cromosomas recagados en anafase por un dalo al huso
acromatico san detectados facilmente en la prueba de
micronucleos.

La principal limitacion del uso de microndcleos para
identificar daMo citogenético es gque no son detectados los
agentes que ni vompen cromoscmas ni causan rezago anafédsico.
Asili, mientras que los cromosomas perdidos debido a fallas
cromosémicas asociadas con el huso acromdtico son detectadas,
la inadecuada distribucién de los cromosomas debida a que los
mecanismos no disyuncionales en los cuales los cromosomas
estan normalmente asociados con el huso acromdtico no serian
detectadas. Las aberraciones que implican rearreglos
cromosémicos fuera de la ocuwrrencia de un fragmento acéntrico
tal como una translocacidn o una inversién no  seran
detectados. Aungue no es wuna seria limitacién para el
proposito del examen, la mecdnica de la informacién obtenida
de las mediciones de 1o0s microndcleos es mas limitada que 1a
obtenida de andlisis de metafases.

Es dificil, tan sélo sobre las bases de frecuencia de
micronicleos, distinguir efectos clastogénicos, de pérdidas
cromosémicas y de daflo al huso acromatico. El  tiempo de
respuesta (Schmid, 1976), contenido de DNA (Heddle y Carrano,
1977), y el tamafo de microndcleocs (Yamamoto y Kikuchi, 1980}
permiten hacer esta distincidn.

Las limitaciories que no dependen del caradcter genético de
1los eventos medidos, pero 1los cuales estan velacionados a
caracteristicas numéricas del disefio experimental o a
consideraciones farmacocinéticas (por ejemplo, acceso del
componente activado a la poblacidn celular particular elegida
para el estudio, eleccién de los niveles de dosis y tiempos
de muestreo) son caracteristicas que despenden del sistema
individual de prueba empleado (Heddle y cols, 1983).
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Entre los sistemas de prueba empleados se incluyen, EPC de
roedores (ratén, rata y hamster chino), monos, etc. Fara toda
practica propuesta el sistema en médula osea era [a Gnica
prusba de micronlcleos validada adecusdamente (Heddle, 1973).
Sin embargo la presencia de micronicleos ha sido empleada
como una medida de rompimiento cromosdmico en una variedad de
tejidos y tipos de organismos, por ejemplo: células en
cultivo; tejidos de plantas; tejidos de gente afectada con un
dato particular, como los sindromes con rompimiento
cromosomice; o de pacientes tratados con diversos agentes
citoténicos. El uso de c#lulas en cultivo evita 21 problema
de que los agentes probados o sus metabolitos no alcancen la
médula osea, ya que las ceélulas pueden ser expuestas al
agente de manera directa; por otro lado, se pierde la ventaja
de la activacidn in vivo. A la fecha 1los tejidos mas
cominmente empleados para estudios in vitro han sido
linfocitos humanos cultivados de sangre completa. Otras
fuentes de tejide que han sido utilizadas incluyen:
fibrroblastos ovéaricos de héamster chino, .células tumorales
ovaricas de canguwo, y células de carcinoma Walker—-256.

Un limitado nimero de plantas han sido probadas para dafo
genético expresado como micronticleos. Estas incluyen: haba,
tradescantia y perla mijo. El tejido de la punta de la raiz o
de la espiga es generalmente examinado para microndcleos por
perliodos supericres a 72 horas después de la exposicidn a la
substancia de prueba (Heddle y cols, 1983).

La prueba utilizada para la deteccidén de microndcleos en
humano difiere muy poco de la prueba estédndar de micronucleos
usada con roedores. Sin embargo, con humanos ésta ha sido
utilizada primordialmente como herramienta de investigacion
para valorar la condicion existente de individuos que tienen
un alto riecsgo de dailo cromosdmico. Aspirados de médula osea
fhan sido tomados de pacientes internados o quienes han
recibido tratamientos quimicos para una enfermedad en
particular, o a individuos quienes tienen sin saberlo
propensidn a potencializar farmacos., La frecuencia de células
eritroblasticas micronucleadas © EFC  micronucleados fue
comparada con las muestras de aspiraciones tomadas de médula
¢dsea de individuos sanos o no tratados.

Les individues afectados con sindromes que causen
rompimientos cromosdmicos son sospechosos de tener una alta
incidencia de microntdcleos, los cuales pueden ser detectados
utilizando aspirados de médula dsea a cualquier tiempo.



Con respects a la prueba de EFC en roedores, los
eritrocitos micronucleados de medula dsea han sido
reconocidos como indicadores de daffo citogenético agudo
(Schmid, 1976; Heddle, 1973), ya gque unas pocas horas después
de la terminacion de la mitosis, los eritroblastos euxpulsan
el nucleo principal de ellos, pero por razones hasta hoy
desconocidas, los microndcleos permanecen en el citoplasma
del eritrocito Jjoven {policromatico) sindo reconocidas
facilmente (Schmid, 1975; Hayashi y cols., 1984). Figura 2

Hasta hace poco se creyd Que los clastédgenos de médula
Gsea, ne incrementaban la frecuencia de eritrocitos
micronucleados en sangre periférica ya que el bazo se
encargaria de eliminar a estas células anormales (Von Ledebur
¥ Schmid, 1973). Lo ctontrario se ha demostrado recientemente
en i~atones por medio de tratamientos agudos con clastdgenos
de médula odsea, con los cuales. se incrementd la frecuencia
de micirontcleos en eritrocitos policromaticos de sangre
periférica, resultando frecuencias aprosimadamente iguales a
las obtenidas con dicho método (Barale y cols, 19895).

La prueba de micronucleos en csangre periférica tiene un
nimero mayor de ventajas que la reallzada en médula dsea, ya
que una pequeffa gota de sangre proporciona miles de células
contables, repetidas muestras pueden ser obtenidas facilmente
de un mismo animal, evitando la necesidad de sacrificarlo. La
unica preparacion necesaria consiste en un frotis
directamente de sangre. La remocidn del hueso, suspension de
la ‘médula y centrifugacidn de las células, los cuales son
necesarios para el examen de células de médula dsea, en
sangre periférica son inecesarias.

Tambi&n es mas facil e£1 conteo en preparaciones de sangre
periférica que en las de médula dsea. Los micronucleos son de
facil distincidn porque ellos son los Unicos teffidos con
rasgos obscuwros sobre 1la  laminilla. Hay también menos
cantidad de material basofillico extrafo sobre la laminilla
que en el caso de médula dsea. Esto también facilita el
conteo, especialmente &n especies con muchas células de 1la
serie granulocitica baséfila {MacBregor y cols, 1980;
Schlegel y MacGregor, 1982). Barale y cols, sugieren que no
ocuwrrre una eliminacidn selectiva por el bazo de eritrocitos
micronucleados (Barale y cols, 198%9).

Algunos compuestos genotdxzicos como la mostaza nitrogenada

y la ciclofosfamida han sido probados hasta ahora con
resultados positivos y alentadores, sugiviendo el uso de esta
metodologlia para el andlisis de compuestos ambientales

k4
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probados cydnicamente. La frecuencia de células
micronucleadas en sangre periférica puede ser un indicador
sensible de dafio cromosdmico que provee una medida directa de
genotoxicidad en ratones sometidos a bioensayos de
carcinogenicidad (Schlegel y MacGregor, 1982 y 19833 Choy y
cols, 1985).

Ademds de 1la implementacidén de la prueba en sangre
periférica han habido otros avances recientes con respecto a
la prueba de microntclens, como por ejemplo, la prueba
transplacentaria de micronicleocs (Cole y cols, 1979 y 1981)
cuya importancia radica en la habilidad para detectar
compuestos gerotdéxicos que pueden afectar al feto.

Otro avance consiste en la medicidn simultanea de
microndcleos e intercambios de cromatides hermanas (Henderson
y cols, 1984). En 1980 Raj y Heddle, reportaron resultados
obtenidos desl conteo de micronlicleos sobre laminillas hachas
para el conteo de intercambios de cromAtides hermanas. Fara
un restringido numero de quimicos, la sensibilidad de los dos
ensayos son  simultédnzamente parecidas. Fuesto que los
intercambios de cromitides hermanas y los microndcleos no son
producidos siempre Juntos, el ensayo combinado tendria una
muy alta proporcidn de confiabilidad que cualquiera de los
dos por separado. Se requiere de mas experiencia para
determinar si el trabajo extra de conteo para ambos eventos
es justificado.

Otro avance es la prueba de micronticleos en higado. Tates
y cols, han estimulado la divisién celular del higado por
hepatectomia parcial (las células del higado en un adulto
. normal raramente se dividen), expusieron estas células & los
carcindgenos del higado, dietil y dimetilnitrosamina y las
examinaron para microndcleos. En ambos casos los resultados
fueron positiveos, pero como cualquier nueva técnica se
requiere euperiencia antes de que todas las ventajas vy
desventajas queden evidentes y los méritos relativos puedan
ser juzgados adecuadamente (Heddle y cols, 1983).
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= Formacidn de micronuclens y compuestos inductores.

El método de microndcleos se basa en los principios y
observaciones siguientes: en anafase, las cromatides
acéntricas y fragmentos cromosdmicos se rezagan cuando los
elementos céntricos se mueven hacia los ejes polares. Después
de la telofase los cromosomas intactos, asi como también los
fragmentos céntricos, dan surgimiento a un nlcleo regular
hijo, los elementos recagados son incluidos en las células
hijas, asi mismo, sbéle una proporcidn considerable es
transformada en uno o varios nucleos secundarios los cuales
son mucho més peguefios gue el ndcleo principal vy son por
consiguiente llamados micronucleos.

Eventos similares ncurren en el funcionamiento del huso
acromatico dafltado, sin embargo en este caso el nucleo
principal es a menudo reemplazado por teodo un grupo de
ntc leos pequeffos, =1 cual en genecral es considerablemente mas
grande que un microndcleo tipico. (Schmid, 1975).

De acuerdo a los trabajos reportados acerca de la prueba
de microntcleos podemos clasificar a los agentes inductores
de microntcleos de la siguiente manera:

1.— Fragmentadores cromosdmicos.
Dentro de estos encontiramos 2@

a) Los agentes § dependientes (actuan durante la
replicacién del DNA) como algunas compuestos alquilantes, los
cuales adicionan grupos metilo o etilo a la guanina haciendo
que se comporte como un andlogo de base de la adenina; o
causando la perdida de las bases alquiladas de guanina, por
ejemplo: Metil-metano-sulfonato , Dimetil nitrosamina, N—
metil-N‘~nitro-N-nitrasoguanidina (Jenssen y Ramel, 1978).

b) Los agentes § independientes (actdan en cualquier fase
del ciclo celular). For ejemplo: Los rayes X, los cuales
producen radicales libres que atacan al DNA rompiendolo
{Jenssen y Ramel, 1978).

ia



2.~ Inhibidores del huso acromatico.

Por ejemplo: Metil bencimidazol-2-il-carbamato,
inhibe 1la funcidn del huso (Seiler, 19763 colchicina,
vincristina y vinblastina, los cuales iphiben la sintesis de
proteina para la formacion del huso (Maier y Schmid, 1976;
Bruce y Headdle, 19793 Tsuchimote y Matter, 1979, Jenssen y
Ramel, 1978; Hayashi y cols, 1982; Hart y Engberg-Pedersen,
1983; Glorla y Qastro, 198%).

el cual



— Propiedades fisicoquimicas y efectos farmacoldgicos de la
Lapsaicina.

La capsaicina es el1 principio picante y el constituyente
mas importante del fruto del chile (capsicum), el cual =e
cultiva en muchas partes del mundo, como en el sur de 1la
India, Latinocamérica y en Africa (Wallis, 1966) 5 los
principales uwsos de éste fruto y su principio piéante son:
como condimento para alimentos, administrada internamente en
la dispepsia aténita y en la flatulencia, y esternamente se
administra en forma de pomada para aliviar el reumatismo,
lumbago, ete (Trease—-Evans, 1984).

La capsaicina fue aislada por primera vez en 1876 por
Thresh, mediante una extraccidn con petrdédleo y cuyo extracto
traté¢ con Alcali acuoso a2 base de disdisido de carbono,
logrando asi precipitar cristales del compuesto intensamente
picante (Wallis, 194663 Trease-Evans, 1984).

Los frutos de capsicum contienen alrededor de 0.1 a 1.0 %
de capsaicina dependiendo de la variedad gue se trate
(Nopanitaya v Nye. 1974 Glinsukon Y cols, 19803
Monsereenusorn y cols, 198235 Index Merck, 19833 Nagabhushan y
Bhide, 1985). Tabla 1

La capsaicina presenta aspecto de plaquetas incoloras, las
cuales tienen un intenso sabor quemante (umbral aproximado,
10 ppm), funde entre 62 y &65°C y tiene un punto de ebullicion
entre los 210 y 220'C. Es insoluble en agua fria y soluble en
disnlventes organices tales como: benceno, alcohol, éter,
.dimetil sulfoéxido. acido acético glacial, etc. La capsaicina
tiene una absorcidn mauxima en ultravioleta a @R7 y 281 nm
(Monsereenusorn y cols, 1982; Index Merck, 1983). Es un acido
débil con un grupo fenol, el cual no es precipitado por los
reactivos utilizados para precipitar alcaloides. La propiedad
picante no se afecta por- calentamiento con solucién de
hidrosido de sodio al 2 %, pero se destruye por la oxidacion
con dicromato o permanganato de potasio. Nelson y Dawson en
1982 dieraon a conocer la féirmula estructural de la capsaicina
que es la amida vainillilica del 4cido isodecenoico y cuya
formula empirica es CigHasNOs, con un peso molecular de
305.40 daltaons (Monsereenusorn y cols, 19823 Inden Mercl,
1983; Barcelo, 1982). Figura 3

Se ha demostiado en diverses estudios que la capsaicina
ejerce muchas acciones en varias funciones del cuerpo, como

las que a continuacién =2 mencionan:
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TABLA 1: CONTENIDO DE CAPSATCINA EN DIFERENTES
VARIEDADES DE CAPSICUM.

VARIEDARD CONCENTRACION
C. minimun 1.82 mg/g* . bgez oz
C. annun 1.67 mg/g* 8.16? »
C. frutescens 0.45 ng/g* 8.845
# peso seco
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a) Efectos cardiovasculares y respiratorios.

Bevan en 1942, Coleridge en 1965, Makara en 19267 y otros

investigadores han repartado que cuando administraron
inti-ravenosamente capsaicina a gatos y perros se produjeron
una trriada de efectos consistentes en: bradicardia,

disminucidn de la presién cardiaca y apnea. La intensidad de
estas acciones fue en proporcidn directa a la cantidad de
capsailcina administrada (Toda y cols, 19723 Monsereenusorn y
cols, i982).

b) Efectes sobre la termorregulacidn.

Hogyes en 1878, fue el primero que observd la
caracteristica de sensacidn quemante producida por Capsicum
annum mediante inyecciones subcutdneas o© por eplicacidén a
membranas mucosas. lIssekutz y cols, en 1950 citaron un
inédito halla=zgo al abservar que la administracién oral de
capsaicina a conejos resultd en un considerable decremento de
la temperatura rectal. Lee en 1954, reportd que provoca
sudoracion de la frente cuando es aplicada en la membrana
mucosa de la boca. Al administrarse en dosis bajas (1.4 mg/kg
de peso corporal) por via subcutanea en ratones, se observd
una disminucién de la temperatura rectal de 324.6°C a un
minimo de 20.5°'C durante 20 minutos, intevrpretdndose con esto
que la capsaicina excita & los rveceptores del calor que
activan el ecentro de calentamiento en el hipotdlamos sin
embargo a altas dcsis (60 mg/kg de peso) se induce & una
desensibilizacidn del centro hipotaldmico y de los receptores
del calor, ya que la hipotermia no se lleva a caho
(Mensereenusorn vy cols, 1982).

c) Efectos =obre el dolor y la desensibilizacion.

La capsaicina causa severos dolores e irritacidn cuando es
aplicada sobre la piel o las membranas mucoszas, el efecto de
dolor es ejercido por estimulacidn de fibras no mielinizadas,
las cuales s00 sensibilizadas por estimulos térmicas
(Szolcsanyi, 1977).

Se sabe por las investigaciones de Jancso y cols, que
después de la aplicacion parenteral o local de progresivas
dosis de capsaicina los animales desarrollan una peculiar
analgesia & una amplia variedad de estimulos quimicos, por
ejemple a la inoculacién de agentes irritantes como: cloruro
de potasio 0.1 M vy acido clorhidrico 0.1 M, por lo cual, los
nervios senpsoriales terminan por qgueday completamente
insensibles a estimulos gquimicos Yy no obstante quedan
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sensibles a dolor térmico, dolor flsico y estimulos profundos
de receptores gquimionociceptives (Faulkner y Growcott, 1980;
Hayes y cols, 1981). Con respecto al dolor fisico por
estimulos mecdnicos Faulkner y Growcott encontraron que la
capsaicina incrementa el umbral nociceptivo mediante pruebas
de presion en las patas, pruebas sobre plato caliente y
pruebas de inmersion de cola.

La recuperacién de esta desensibilirzacién general es
paulatina vy no es completa hasta después de 60 dias (Jancso-
Gabor y cols, 19703 Monsereenusorn y cols, 1982).

d) Efectos gastrointestinales.

Feng en 1929 abservo que al dar una solucidn de capsicum
per via oral a perros y humanos producia wun abundante flujo
de saliva y un pequefic incremento de secrecidn gastrica. Sin
embargo no se afectan otras funciones digestivas, tales como:
secreciones pancredticsas o biliares, o movimientos gdstricas
e intecstinales. En ratas fue observado el efecto potenciador
de la capsaicina administrada intragasticamente sobre
reserpina para producir ulceracion géstrica (Makara y cols,
1965). Las razones por las que la accidén de la capsaicina es
promotor de WUlceras no son claramente entendidas por lo cue
se han sugerido diversas posibilidades para explicar este
fendmeno:

1.— La capsaicina posiblemente excita quimioreceptores
dundenales y, por accién rvefleja estimula la secrecidn
gastrica {(Makara y cols, 1963).

2.— La capsaicina posiblemente actéa por debajo de 1la
barrera mucosa del! ecstdmago destruyéndola (Desai y cols,
1977y,

3.~ La capsaicina tal vez, estimula a los receptores He de
histamina en el estdmago, incrementando con esto la secrecidn
gastrica (Mamn, 1977).

4.~ La capsaicina posiblemente estimula el control vagal
de secrecién gastrica, el cual induce a la liberacion de
gastrina y acetil colina (Tongyai, 1977).

Nopanitaya y Nye en 1974, cbservaron daMoe a las células de
la mucosa duodenal decspués de 1a administracién intragastrica
de una solucidn de capsicum al 10 % (p/v). Los cambios
morfolégicos celulares incluyen: crecimiento de 1la
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mitocondria, con una matriz rara y crestas desorganizadas, un
incremento en el numero de ribosomas Yy liscosomas libres,
dilatacidén del reticulo endoplésmico y &aparato de Golgi, y
nuclec contraide con crometina marginada en 1la membrana
nuclear (Nopanitaya y Nye, 1974).

Recientemente e establecid gque la capsaicina es absorbida
par el intestino, y posiblemente por~ influencia de la ATFasa
Ma+-K+ que activa el metabolismo intestinal {(Monsereenusarn y
Blinsukon, 1977).

En periodos de ingestion crdnica, Lee (1963) reportd que
5.0 g/kg de pimentdn diariamente acompafados de una dieta
alta en grasa por un periodo de 6 meses, intensificd
severamente el dato a higado y rifidn de coneju. Se establecid
cirrosis en la mayor parte del higado.

En un intento pare explicar el estado diarreico asociado
con la ingestidn de capsicum, Tupjan tiene establecido un
efecto inhibitorio de la capsaicina sobre la contraccidén del
celon en rata. Anuras y cols, demostraron que la capsaicina a
una concentracién de Z2.05 mg/100g causareon una reduccidn
significativa (45 %) de la frecuencia de las ondas lentas
eléctricas en el eolon (Anuras y tols, 19773 Monsereenusorn y
cols, 19828). Fresumiblemente, tal anormalidad en la motilidad
puede ekxplicar la diarrea asociada con el consumd de grandes
cantidades de chile (Valle, 1986).
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— La capsaicina y sus efectos tdxicos, genotdxicos y
cancerigenos.

Cabanac y cols, reportaron en un estudio de toxicidad
aguda, que la capsalcina administrada subcuténeamente a ratas
en cuatro dosis, aumentando la cantidad acumulativa de 21.0 a
b66.0 mg/rata, provoca la muerte de 8 ratas en un lote de 17
(Cabanac y cols, 197&).

Blinsukon y cols, observaron en.estudios de taoxicidad
aguda que la letalidad de la capsaicina varia dependiendo de
la via de administracidn. Asi, al administrarse en ratones de
85 a 385 g por varias rutas, se obtuvieron resultados
diferentes de DL 50 (Blinsukon y cols, 1980). Tabla 2

Las rutas dérmica y rectal fueron usadas para determinar
s5i la actividad enzimdtica y/o el Acido gastrico pudieron
haber contsibuido a la disminucidn de 1a letalidad cuando 1a
capsaicina fue administrada por via intragdstrica. Sin
embargo, no se observaron signos toxicos o muertes en ratones
administrados po» via rectal o dérmica con dosis tan altas
como 218 o 512 mg/kg respectivamente. Esto es probablemente
atribuible a la insolubilidad de la capsaicina en solucidn
acuosa pero no a la inestabilidad en solucidn acida (Toh vy
cols, 1955).

Después de la administracidn de la capsaicina, las ratas
quedan excitadas y convulsionadas aproximadamente uno o dos
minutos. Al extender sus extremidades quedan disneicas vy
aparentemente muertas de falla respivatoria dentro de un
tiempo entre dos a cinco minutos. Los supervivientes de una
dosis alta de capeaicina, demostraron signos similares vy
recuperacién =n un tiempo de 30 a 60 minutos (Glinsukon vy
cols, 1980).

Sin embargo, el mecanismo por el cual la capsaicina actua
no es aun conocido, no abstante Glinsukon y cols, sugieren
que la posible causa de muerte es pardlisis respiratoria.

Nagabhushan y FEhide, en un estudio para probar 1la
mutagenicidad de: capsaicina, extracto de chile y vainillina,
utilizaron a Salmonella typhimurium (Hiz~), encontrando que
la vainillina no es mutagénica y que tanteo la capsaicina como
el extracte de chile son mutagénicos, mostrande mas
mutagenicidad la capsaicina. Realizaron un ensayo agudo do
microndcleos, administrando capsaicina en dos niveles de
dosis., una cercana a la DL S50 (7.5 mg/kg) y otra de 1/4 de la
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TABLA 2:  LETALIDAD REIATIVA DE CAPSAICIMA DISUELTA
B DS CUMADO ES ADNINISIRADA POR VARIAS
RUTAS EM RATONES MACHO (25-35 @),

DL
RUTA DE ADHINISTRACION (ng /;’:)
INTRAVINOSA 8.56 .
INTRATRAQUERL 1.68
INTRAPERL TONEAL 7.65
INTRAMUSCULAR 7.90
SUBCUTANEA 2.4
INTRAGASERICA 190.8
INTRARECTAL > 28
DERMICA Y2
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DL S0 (1.8 mg/kg), asi come extracto de chile a ratones
Swiss.

Encontraron gue el tratamiento con 1.8 mg/kg no indujo
aumento en la firecuencia de microndcleos al compararse con un
grupo no tratado. Sin embarge con la dosis cercana a la DL 50
(7.5 mg/kg), la capsaicina indujo un aumento estadisticamente
significativo en la frecuencia de microndcleos en eritrocitos
policromaticos. Los extractos de chile a una dosis de 146.4
mg/kg, no indujeren un aumentc en la frecuencia de
micronucleos.

Tanto la vainillina como la capsaicina poseen el radical
vainillil, el cual no es el causante de la produccidn de dafo
mutagénico, ya que la vainillina que carece de cadena
alqui{lica se demostrd que no es mutagénica: indicandose con
esto gQue la cadena alquilica de la capsaicina tiene un
impartante papel en la mutagenicidad (Nagabhushan y Bhide,
19857 .

Nakamura y Yamamoto en 1983, atribuyeron una diferencia en
la mutagenicidad de diferentes cadenas alquilicas de dos
compuestos quimicos: (&)—gingerol y (4)-Shogaocl, que tienen
estructuras similares a la capsaicina (Nakamura y Yamamoto,
1983). Figura &4

Se sabe que factores dietéticos juegan un importante papel
en el desarrolle de c&ncer (Alcantara y Speckmann, 1976¢
Tanembaum y Silverstone, 1753). Esta observacidn es soportada
por estudios epidemioldgicos sobre poblaciones inmigrantes de
diferentes partes del mundo y por estudios en animales.

Diferentes especies utilizadas rutinariamente en la
preparacién de alimentos son  sospechosas de  modular la
ocurrencia de tumores orales. Los principales sospechosos
entre estas especies son los chiles, cominmente usados en la
India como ingredientes para los alimentos, y en donde 1a
incidencia del! cadncer en la cavidad orofaringea es del 40 %
del total de cancer.

Se ha reportado que los chiles actldan como promotores en
hRepatocarcinogénesis (Adamuya, 1971). Nagabhushan y Bhide,
observaron un efecto promotor del extracto de chile sobre
hexacloruro de benceno que indujo hepatocar-cinogenesis
(Nagabhushan y Bhide, 1985). Los chiles también estan
reportados como productores de hepatomas (Hochligatti, 19519
cuando se consumen en un 10 % Jde la dieta. En adicidén, los
chiles y la capsailcina prroducen cirrosis hepatica
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IV, H I POTES.IS Y. 0B JIETIVOS

HIFOTESIS:

— La capsaicina induce la'

fdﬁmaciﬂnlde EPC MN en . sangre
periférica de raton.

OBJETIVO PRIMARIO:

— Determinar si la administracidn subaguda intraperitoneal
de capsaicina a ratones macho Jjdvenes de la cepa NIH puede
inducir la formacion significativa de microndcleos en EPC de
sangre periférica.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

— Determinar si ambas dosis de capsaicina administradas en
el presente estudioc aumentan la frecuencia de EFC MN.

- Determinar en que dias, durante la administracién de
capsaicina hay un aumento sighificativo en la frecuentia de
EFC MN.

- Establecer si la administiracion de capsaicina en ambas
dosis produce alguna modificacian significativa en la
relacidn porcentual entre células policromidticas con respecto
a normocromicas.
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V. MATERIAL Y METODOS

A) Material.

- Materizl bioldgico:

Se utilizaron 46 ratones macho de 25 +/-.3 g de pesao y de
S - a 7 semanas de egad, de la cepa. NIH, procedentes del
bipterio del Instituto Nacional de Higiene de la Secretaria
de Salud, los cualez fueron mantenidos con alimento y agua ad
libitum antes y durante el experimento y adaptados a las
condicienes cel labovratorio.

—~ Soluciones administradas a los ratones:

a) Solucién de LMS-agua destilada en una propovcidagn 1:5
v/v para ser administrada por wvla intraperitoneal (0.5 ml de
solucidr peor cada 30 g de neso).

b) Capsaicira (Sigma Chemicals) disuelta en una solucion
de DMS &l @0 W en 10 dosis: 1.46 mg/kg, 1.94 mg/kg, 2.98
mg/kg, 5.00 mg/kg, 5.83 mg/kg, 10.0 mg/kg, 20.0 mg/kg, 40.0
mg/kg, 100.0 mg/kg y 1000 mg/kg. para ser administradas por
via intvaperitonesl (0.5 ml de solucidn por cada 30 g de
peso).

B) Metodos.

- Procedimiento previo al estudio de Microndcleos:

al Leterminecidn de la dosis letal S {DL SO
intraperitoneal de capsaicina para los ratones de la cepa
NIH, =sesgun el esquema propuesto por Dietrich Lorke (Lovke,
1983) .

Se distribuyeron inicialmente ¢ ratones en 3 lotes y se
les administraron las siguientes dosis de capesaicina:x 10
mg/hkg, 100 mg/ikg y 10CGG mg/kg.
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Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

LOsi3 . i - "~ MORTALIDAD /. NO.RATONES

ADNINISTRADA - L o USIL12A00S
10 mg/ig ! S 1 / 3
100 mg/kg 2 s/ 3
1000 mg /iy s /s 3

De acuerdeo a los resultados anteriores se administrd
capsaicina en las siguientes dosis: 5.0 mg/kg, 10.0 mg/kg,
20.0 mg/kg y 40.0 mg/kg, utilizando solamente un ratén por
dosis. cbteniendose los resultades siguientes:

00815 MORTALIDAD / NO.RATONES

RZUINISTRADA UTILIZALOS
S.0 mg/ka 0 4 1
10.0 mg/ka [+] / 1
286.0 ma/kg (] / 1
49.0 mg/kg 1 / 1

La media geométrica entre 183 dosis en donde los
resultados fueron 041 y 1/1 es la DL S0 estimada, que en
nuestro caso fue de 28.28 mg/kg.

b) Determinacidn de 1la dosis subaguda de capsaicina
intraperitoneal aque rvesisten lo= ratones de la cepa NIH
durénte un periodo minimo de enposicién de 32 dias.

Se distribuyeren 15 ralones en 2 lotes. Las dosis
pyropuestas probadas de capscicina en estos lotes fueron: 1/5,
1710 % 1715 de 1a DL Su, cbteniéndose gue la dosis méxima que
joz ratence fue de 1.94 mg/kg que corvesponde
aprosimagamente 2 1/1% de la DL 0. Figura §




| CAPSAICINA CAPSAICINA CAPSRICINA
\ 18 ng/kg 188 ng/kg 1808 ng/kg
DISTR]BUCTON H.ﬁ ONES NIH B
IINOCU INTRAPER ON!'Alqa LOTES
CAPSAICINA CAPSAICIKA
3 ng/kyg 18 ng/kg
DETERNIHA CXO:I 2 LA 0515 S
CAPSAICINA g TESISYEN LO
DURANIE UH PERIODO  HINIMO
DISTRIBUCION DE 15 RATOMES NIH EM 3 LOTES
CIHCCULACION  INTRAPERITONEAL)
CAPSAICING CAPSATCINA
1/% DL 58 1715 DL 58
FIGURA 5: DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCEDIMIENTO

PREVIO AL ESTUDIO DE MICRONUCLEOS.




- Procedimiento para el estudio de micronucleps en EFC de
sangre periferica:

Se utilizaron 18 ratones, los cuales se distribuyeron en
tres lotes. Los animales fueron inoculados durante 22 dias a
intervalos de <] dias por uno de descanso por via
intraperitoneal con el volumen de solucidn de acuerdo a su
paso (0.5 ml de solucidn por cada 20 g de peso).

Los lotes fueron designados de la siguiente manera:
413 SOLUCION ADHINISTRADA

A DMS-Agqua destilada 1/5 (v/v)
(lote testigo)

B 1.46 mg/kg de capsaicina,
corvespondiente a 1/20 de la
DL, S0 aproximadamente.

C 1.924 mg/kg de capsaicina,
corvespondiente a 1/15 de 1la
DL S0 aproximadamente.

Durante tode el tratamiento la toma de muestra se realizdé
cada octave dia, obteniéndose sangre periférica mediante un
corte transversal de cola (Luke y cols, 1988B), en cantidad
suficiente para hacer tres frotis de cada ratdn.

Una ver realizadas las laminillas se secaron al aire y se
fijaron de inmediato durante aprojimadamente 40 segundos en
alcohol metilico absoluto, secdndose nuevamente al aire para
posteriormente proceder a teWirlas con el colorante de Giemsa
durante aproximadamente 22 minutos (MacBGregor y col, 1980;
Schlegel vy col, 1983; Luke Yy cols, 1988). Después de
transcurvido este tiempo de tincidn se enjuagaron las
laminillas al chorro de agua par-a eliminar el exceso de
colorante. Se utilizd Giemsa ya que la afinidad quimica o
selectiva que pcsee nos permite la viswalizacidn clara de las
células asi como de los micronucleos contenidos an ellas. Los
eritrocitos policromé&ticos conservan sus ribesomas despugs de
la enucleacion tiffendose de color azul (basofilicos) y los
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eritrocitos normocranicos se tiften de color rojizo
{acidofllicos) (Heddle y cols, 1982). Figura &

Los colorantes basicobs son sales en las que la base aes
coloreada y el acido incoloro. Los colorantes Acidos son
sales en las gue el Acido &s coloreado y la base incolora.
Giemsa es wun colorante que combina dos sales coloreadas
{(calorante neutvrol: la eosina comp colorante 3cido con
afinidad hacia el citoplasma, y el azur II camoc colorante
Dasico «on afinidad hacia los Acidos nueleicas (Bavilo,
1982) .



DISTRIBUIR A 18 RATONES
EM THES 1OTES

| OBSERUACTON

l @ AL HICROSCOPIO

24 IHOCULACIONES INTRAPERITOMEALES
DISTRIBUIDAS MM 32 DIAS.

DRS/AGUA DEST. CAPSAICINA
150 1.H ng/lg ENJUAGAR
CON AGUA

CAPSAICINA
1,46 /iy

§ <2 o

glg SECAR AL AIRE

TOM DE MUESTRA
CAPR OCTAVO DI ﬁ METANOL

| @

SECAN wu nin

FIGURA 6: TECHICA PARA EL ESTUDIO DE MICRONWICLEOS
A SANGRE PERIFERICA.
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~ Andlisis Estadistico. -

En este estudio se analizaron dos parametros:

1) la frecuencia de microntcleos en EPC y 2) la proporcien
de EFC con respecto a los ENC.

Fara analizar los frotis se siguieron los criterios de
8chmid. Las laminillas obtenidas fueron analizadas primera a
40 X por regionss en donde las células estuvieron bien
separadas, intactas y perfectamente tefidas. Estas regiones
fueron localizadas normalmente en la zona cerrada al final
del frotis, la perfecta morfologla de las células nucleadas
sirvid como buen criterio de calificacidn, Fosteriormente las
laminillas fueron observadas con objetive de inmersidn, el
tefttido de las células fue rojo en eritrocitos maduros
(normocrémicos) y azulado para las formas inmaduras
(policromaticas). Los microndcleos en los EPC se presentan
como cuerpos de inclusidn de color azul-violeta (Hart y col,
1983), son redondos con un didmetro aproiimado de 1/20 a 1/15
del eritrocito y generalmente las ceélulas -micronucleadas
contienen un solo micronutcles (Schmid, 1975). Los elementos
contados son las células micronucleadas y no el ndmero de
micvondclens (Luke y cols, 1933). El procedimiento de rutina
consistid en la evaluacidn de 1000 EFC por animal por cada
toma de muestra (Schlegel y col, 1982) y la frecuencia de EFC
micronucleados se determind mediante la siguiente formula:

EFC MN X 1000
FRECUENCIA BEEFC MN =

EPC  COXTADOS

El segundo pardmetro que se analizé fue la proporcién de
EPC para lo cual se contaron 1000 células por cada ratédn en
cada toma de muestra (Schlegel y col, 1982; Hayashi y cols,
1984; Barale y cols, 1985; Luke y cols, 1988). La proporcidn
se calculd mediante la siguiente fdrmula:

EFC X 100
% EFC =

EFC + ENC

Ambos pardmetros se analizaron estadisticamente por medio
de la prueba de "L" de Student con o =1 % .
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Vi. RESULTADOS

En lags tadblas 3 y 4 se presentan los resultados de la
frecuencia de EFC MN en sangre periférica de raton. Como se
puede observar con la menor dosis de capsaicina utilizada en
nuestro estudio (1.46 mg/kg) iiste un incremento paulatino
de la frecuencia de microndcleos con respecto al lote testigo
durante el tratamiento, sin embargo este incremento fue
significativo estadisticamente (prueba de "t" de Student con
o= 1 %) hasta el dia numero 32.

Con la mayor dosis de capsaicina (1.94 mg/kyg) observamos
que el aumento de la frecuencia de EFPC MN con respecto al
lote testigo es més marcado y estadlsticamente significativo
a partir del dia numero 146 del tratamiento. Con lo anterior
podemos indicar gue ambac dosis utilizadas son i1nductoras de
microniclieos.

La grafica | nos muestra de manera mads objetiva los
resultados de las tablas 3 y 4, en donde se puede observar
que efectivamente <on la dosis menor de capsaicina el aumento
de la frecuencia de EFC MN es progresivo y significativo
hasta el dia ndmerac 32. Con la mayor dosis el aumento
progresivo de la frecuencia de EPC MN es més claro vy
estadisticamente significativo a partir del dia ndmero 16,



TABLA 3:

FRECUENCIA DE NICRONUCLEOS EN ERITROCITOS POLICROMATICOS
DE SANGRE PERIFERICA DE RATON. TRATAMIENTO INTRAPERITONEAL
CON CAPSAICINA.

EPC 10 / 188 CELULAS +/- E.S.
TAWIENT | Mo DE
DIRS ANIRALES BSIS ( mgfiy 2
8.8 1.46
8 12 86 - 8.3 8.5 v 8.2
8 12 a.8 /-  B48 1.7 /- 8.9
16 12 a.5 - 8.4 1.8 + B840
P 12 85 v~ 0.2 28 v 8.8
»
% 2 85 v~ 8.2 37 o~ 8.5

105 RESULTADOS REPRESINTAM PROMEDIOS ODTENIDOS DE 6838 CELULAS.

& DIFERNCIA SIGHIFICATIVA CON LA PRUEBA DE "t DE STUDENT
COH « = 17,
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TABLA - 4: FRECUENCIA DE HICRWWCLEOS EN ERITROCITOS POLICROMATICOS
DE SANGRE PERIFERICA DE RATON. TRATAMIENTO INTRAPERITOMEAL

COH CRPSAICINA.

EPC M / 1868 CELULAS +/- E.S.
TRATMMIENT0 |  Ho. DE ,
DIES ANIMALES DSIS Cng/hg )
8.8 1.9
8 12 86 - 0.3 8.6 s~ 0.2
8 12 6.8 - 840 1.2 o 83t
*
16 12 8.5 - B3 28 - 868
*
U 12 85 - B2 45 - BT
»
") 12 85 - 8.z 55 - 85

10 RESULTADCS REPRESENTAN PROMED1OS OBTENIDOS DE 608 CELULAS.

® DIFERNCIA SIGNIFICATIVR CON 1A FRUEBA DE "t” DE SYUDENT
CON « = 1%
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Las tablas S y &6 presentan los resultados de la relacidn
de EFC con respecto a ENC en sangre periférica de ratén. En
estas tablas observamos que con la menor dosis de capsaicina
utilizada en nuestro estudic (1.46 mg/kg) no encontramos
diferencias significativas estadisticamente con regpecto al
lote testigo durante todo 21 tratamiento. Sin embargo con la
mayor dosis de capsaicina (1.94 mg/kg) el aumentoc en la
relacidn de EFC  con respecto a las ENC es claro Yy
estadlskicamente significative a partir del dia nlmero 8 de
tratamiento. Entonces podemos decis que la dosis menor no
induce ninguna alteracidn en la relacion de EFC con respecto
a los ENC, no asi la dosis mayor.

La grafica & ilustra los resultados de las tablas S5 y & en
donde se aobserva que con la dosis menor de capsaicina, la
relacion de EFC con respecto a los ENC tiende a ser constante
y ho muestira diferencia significativa con respecto al lote
testigo, en tanto el lote con la mayor dosis de capsaicina
present®d una tendencia progresiva de aumento en la relacidn
de EFC can respecto & lps ENC y sigpificativa a partir del
dia ocho.



TABLA 5:

FRECUENCIA DE ERITROCITOS POLICROMATICOS CON RESPECTO 4

TRITROCITOS NORMOCROMICOS EN SANGRE PERIFERICA DE RATOM.
TRATAMIENTO INTRAPERITONEAL COM CAPSARICIMA.

2 EBC - BS.
TRATMMIENO | Mo. DE
DS ANIRALES WIS ( mg/ky )
9.8 146

9 2 37 - 819 35 - B
8 2 32 - &1 11 w- ez
16 12 34 o~ B 5 - 82
u 12 80 - 68 12 - 0%
2 17 313 - 0.8 395 - 831

LO5 RESULTADOS REFRESENTIAN PRONEDIOS OETEMIDOS DE 6808 CELULAS.
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TABLA 6: FRECUENCIA DE ERITROCITOS POLICROMATICOS CON RESPECTO f
ERITROCITOS HORMOCRONICOS EN SANGRE PERIFERICA DE RATON.
TRATAMIENTO INTRAPERITONEAL CON CAPSAICING.

% B¢ - LS.
TATRHIENTO | Mo, DE
Dl ANINALES WSIS € ng/ky )
: 8.8 1.
8 12 - em 7 v .z
*
8 12 2 v 6B 48 v~ 848
*
1 12 34 - B4 53 - 0.7
: ]
u 12 4 v~ 8B 52 - 8.5
t ]
2 2 33 - B 66 - 845

LOS RESULTADOS REPRESENTAM PROMIDICS ORTENIDOS DE 6828 CELULAS.

DIFERENCIA SIGHIFICATIVA CON LA PRUEZA DE "t™ DE STUDENT

CON <« = 1%,
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VIil. DISCUSION

Las dosis de capsaicina utilizades en nuestro estudio
correspondieron aproximadamente a 1/80 (1.46 mg/kg) vy a 1/15
(1.94 mg/kg» de la DL 50, dicho pardmetro fue determinado por
nosotros en la cepa de ratones NIH por via intraperiteneal y
corresponde a 2B8.28 mg/kg; ésta difiere de la reportada por
Giinsukon y cols, quienes obtuvieron una DL 50
intraperitoneal para capsaicina en ratones Swiss de 7.6 mg/kg
{Glinsukon v cols, 1980).

La diferencia entre las dosis letales mencionadas
anteriormente puede atribuiree principalmente a: la cepa
ensayada. peso de 1los animales, temperatura ambiental v
condiciones de habitacién de éstos. Lorke y  Zbinden,
afirmaron que la DL 50 no es una constante bioldgica y los
resultados difieren con la repeticiédn de la prueba o cuando
ésta es realizada por diferentes laboratoricos (Zbinden vy
Flury-Roversi, 1981; Lorke, 1983). -

LLa seleccion de las dosis peara estudins de touicidad
subaguda o coronica se@ realiza comunmente mediante la
administracidon repetida de dosis en un simple experimento
piloto sobre unos cuantos animales (Zbinden y Flury-Roversi,
19813, durante un tiempo de expcsicion continua (=)
intermitente (Coffin y cols, 15773 Gardner y cols, 1977).
Basados en lo anterior determinamos las dosis utilizadas en
éste estudio, el cual fue de tipo subagudo a 32 dias e
intermitente, ya que la administracién intraperitoneal de
capsaicina fue a intervalos de tres dias con una dosis cada
24 horas por un dia de descansoy este dia de descanso se
propuso con 1 objetivo do dar tiempo de recuperacidn a los
animales de los traumatismos provocados al realizar  la
administracien intraperitoneal, ya que las exposicion=s
intermitentes muestran amgnaza para la salud y pueden ser tan
peligrosas como las exposiciones continuas (Coffin y cols,
19775 Gardneyr y cols, 1977), y ademas eprovechar uno de cada
dos dias de descanso para toma de muestra que también
implicaba otro tipo de traumatismo.

La capsaicina indujo de manera significativa el aumento en
la frecu=sncie de EFC MN en sangre periférica con ambas dosis
utilizades en este estudio (1.4&6 vy 1.94 wg/lzg). Sin embargo,
el aumento significativo en la frecuencia de ZFC MN no es
inducido al mi=mo tiempo con ambas dosis duwrante @l perioda
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de tratamiento de 82 dias, va que con la dosis de 1.46 mg/kg
el aumento es sigonificativo a partir del dia 32 de
tratamiento (tabla 3) y con la dosis de 1.9% mg/kg éste es
significativo a partir del dia 16 avo de tratamiento (tabla
4).

La frecuencia de EFC MN en sangre periférica puede ser un
sensitive indicador de dafto cromosomico como la prueba de
micronicleos en eritroblastos de médula dsea, camo lo
comprueban los resultados obtenidos por MacGregor y cols, al
realizar simultdneamente la prueba en médula ésea y sangre
periférica utilizando tres mutdgenos diferentes: la mostaza
nitrogenadas; el 7,12-dimetil~-benz(a)-antraceno Y la
ciclofosfamida, encontraren que no hay diferencias
significativas entre los metodos, y por lo tanto provee una
medida directa de genotosicidad (MacGregor y cols, 1980; Choy
y cols, 198%5).

Con lo anterior pademos afirmar que la capsaicina resulte
T ser genotdrica con ambas dosis wtilizadas, ya que el aumento
en la frecuencia de EPC MN en sangre periférica refleja la
existencia de clastogeénesis en eritroblastos de médula dsea
(Schmid, 19743 Bruce y Heddle, 197%2; MacGregor y cols, 1980).

Nagabhushan y Bhide, determinaron mediante estudios in
vitro con diferentes cepas de Salmonella typhimurium por el
método de Amos (Ames y cols, 1979, que la capsaicina era
mutagénica utilizando @.C4% wmg/caja. También mediante uwn
estudio agudo in vive utilizande ratonesz Swiss a les que
administraron dosis de 7.3 mg/kg cercana a =u covrespondiante
DL S0 (7.85 mg/kg), encontraron a través de la prueba de
micronucleos, que la capsaicina es mutagénica; sin embargo
€on una cdosis de 1.8 ag/kg, no encontraron evidencia de
mutagenicidad (Nagabhushan y BRhide, 1985). Cabe aclarar que
las dcsis que nosoltres wtilizamos en el presente estudio
subagudo in vivo: 1.46 mg/kg y 1.94 mg/kg, son cercanas a 1.8
mg/kg y si muestran evidencia de autagenicidad.

De 1l1a relacién entre EFC con respecto a los ENC,
observames que la capsaicina altera dicha relacidn
dependiendo de la dosis. y& que nosotros observamos en este
estugio que ccon la dosis de 1.46 mg/kg no se induce a ninguna
alteracion significativa, no asil can la dosis de 1.94 mg/kg,
la cual resultd ser citotdiica a nivel de2 médula dsea; ya que
una alteracidén en la relaecidn de EFC con respecto a los ENC
indica uvn efects de citotenicidad (Luca y cols, 1985). La
dosiz de 1.%4 mg/kg resultd entonces no cer citotovica, ya
que no altero la relacién de EFC ron recpecto a los ENC.
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Nagabhushan y Bhide en 1985, realizaron un estudio agudo con
la capsaicira en el que no encontraron alteracién en 1la
relacion porcentual de EFC con respecto a ENC
estadicsticamente significativa con las dosis de 7.5 mg/kg vy
1.8 mg/kg. Entonces podemos decir que la capsaicina es mas
genctdéiica que citotdxica tanto en tratamientos de tipo agudo
camo de tipo subagudo.

Las centidades de capsaicina administradas a los animeles
en este estudio (1.46 y 1.94 mg/kg), son aproximadamente S50 %
Yy 90 Y% m&s altas respectivamente que &1 promedio de
capsaicina: 1 mg/kg consumido durante una comida por una
pereona d2 una poblacién rural (Nopanitaya y Nye, 1974). Sin
embargo la letalidad de 1a capsaicina administrada
gastricamente a los ratones es muche menor que por la ruta
intraperitoneal. La dosis minima letal intragdstrica de
capsaicina por Kg es de alrededor de 100 mg, la cual estaria
contenida en cerca de 322.4%4 g de chile seco. Para una persona
de &0 Kg, estos niveles de toiicidad serian comparables al
consumo de  apreximadamente 1,924 Kg de chiles secos, una
cantidad extremadamente alta, pero la sensacidn picante y el
dolor detienen el alto consumo de estos frutos por el hombie,
por lo que casos de toxicidad aguda acurren raramente. La
diferencia en la letalidad dependiendo de la ruta de
administracion es probablemente atribuible a la insolubilidad
de la capsaicina en solucidn acuosa, no obstante esto no es
indicador d& que ho cse produzcan alteracliones celulares a
nivel géstrico, ya que Glinsukon y cols, observaron cambios
histopatoldgicos en la mucosa gastrica de ratones tratados
intraperitonealmente con capsaicina que revelaron necrosis
descamativa, con un alto contenide de wmaterial mucoso.

_Algunas células principales y parietales mostraron una
aparente palidez basofilica en sut citoplasma y vacuolirzacidn
(Blinsukon y cols, 198¢0). Nopanitaya y Nye observaron gque
casi todas las ceélulas epiteliales de absorcion mostraron
nicleos redondos con prominente wmembrana nuclear obscura,
localizadeos irregularmente & varies niveles dentro de las
células en ratas tratadas intragdstricamente con una solucidn
de capsaicina en dosis de 1 mg/kg durante 30 minutos
{Nopanitaya y Nye, 1974). lLas alteracicnes observadas en el
nticleo de las células de absorcién nos puedetl sugevir que la
capsaicina esta dafrande el material genédtico de estas células
en una forma similar a como lo hace en les EFC & nivel de
medula osea.

Se dice qua el blanco critico para la induccidén de cancer
puede ser el dafio al DNA, siendo de esta manera un evento de
tipo genético. Dicho evento es un proceso carcinogénico, el
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cual consiste en la interaccieon de moléculas electrofilicas

con algunos grupos vicos en electrones, tales grupos los
encontiramos en el DNA, RNA, y proteinas celulares. Las
maléculas electrofilicas pueden surgir ya sea por

descomposicién espontdnea del carcinégeno o por conversidn
enzimdtica pasando por uno o mds estados hasta uno altamente
reactiva, cargado positivamente. For ejemplo, los
hidrocarburos aromdticos, tales ‘como: benzol Jpireno,
conducen a diol-epoiidos; las aminas aromaticas a derivados
de arilhidroxilaminas; y las nitrosaminas a sus formas -
hidroxiladas. Cada uno de estos intermediarios es entonces
capaz de descomponerse espontdneamente a un compuesto
electrofilico altamente reactivo (Clayson, 1980).

El hecho de que estas entidades alecancen su blanco eritico
que e en este caso el DNA depende de la estabilidad de éste,
es decir, que no reaccione antes con otra entidad
nucleofilica, aunque esta hipdtesis no ha sido prabada hasta
ahora experimentalmente (Clayson, 1980).

Basados en la hipétesis anterior, considerando a la
capsaicina como un hidrocarburo aromatico y con los datos gue
proporcionan Nagabhushan. y Ehide, que consisten en reportes
aceyca del chile como promotor de hepatocarcinogénesis
(Adamuya, 1971), también como productos de hepatomas
(Hochligatti, 19351) vy provocar dlceras gastricas (Schneider y
eals, 19%546), las cuales pueden desarrollar carcinomas en la
mucosa del estomago (Magabhushan y Bhide, 1985); y ademéas que
moléculas similares a capsaicina tales como: (4)-Gingerol y
{6)~5hogaol, son mutagénicas (Nakamura y Yamamoto, 1783)
podemos decii que la capsaicina produjo mutacidn y por 1o
tanto puede ser potencialmente carcinogénica a nivel de
aparato digestive al ser consumida en dosis superiores a |
mg/kg, dependiendo de la cieta y susceptibilidad de cada
individuo (Nopanitaya y Nye, 1974).
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VIIT. CONCLUSIONES

- La capsaicina induce la formacidén significativa
de EPC MN de sangre periférica en ratones,
con ambas dosis uwtilizadas en este estudios
diciéndonos con esto que la capsaicina es
genotovica, rveflejando la existencia de
clastogénesis en eritroblastos de médula édsea.

- La coapsaicina produce modificaciédn en la
relacién porcentual de las células
policrométicas can respecto a las noyvmocrémicas
con la mayeor de las dosis utilizadas, probando
con ello que la capsaicina tiene un efecto
citotéuico a nivel de médula dsea.

- Dados 1los vesultados obtenidos para ambas
dosis, se puede decir que la capsaicina es méas
genoténica que citotdxica.
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